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O (54) Title: MUTATED DNA POLYMERASES WITH INCREASED MISPAIRING DISCRIMINATION 

m 

^ (54) Bezeiclinung: MUTIERTE DNA-POLYMERASEN MIT ERHOHTER FEHLPAARUNGS-DISKRIMINIERUNG 

(57) Abstract: The invention relates to DNA polymerases with a special mutation, exhibiting increased mispairing discrimination. 
The invention also relates to the production and use thereof. The thermostable DNA polymerases with said mutation are particularly 
suitable for diagnostic and molecular biological methods, e.g. allele-specific PCR. 

(57) Zusanunenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Polymerasen mit einer speziellen Mutation, die eine erhohte 
Fehlpaarungs-Diskriminierung aufweisen, deren Herstellung und Verwendung. Die thermostabilen DNA-Polymerasen mit dieser 
Mutation sind besonders fiir diagnostische und molekularbiologische Verfahren, z.B. allelspezifische PCR geeignet. 
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Mutierte DNA*-Polynnerasen mit erhohter Fehlpaarungs-Diskriminlerung 

Die vorllegende Erflndung betrlfft DNA-Polymerasen mit einer spezlellen l^uta- 
tion, die eine erhohter Fehlpaarungs-Diskriminierung aufweisen, deren Herstel- 
lung und Verwendung. Die thermostabilen DNA-Polymerasen mit dieser Mutation 
sind besonders fur diagnostlsche und molekularbiologische Verfahren, z.B. allel- 
spezifische PGR geeignet. 

Hintergrund der Erflndung 

Seit der Vorstellung der ersten menschlichen Genomsequenzen konzentriert sich 
die Forschung auf die Entdeckung genetischer Unterschiede zwischen den Indlvl- 
duen wie z.B. Einzelbasenmutationen ("single nucleotide polymorphisms" SIMP's). 
Dies ist von Interesse, da zunehmend ersichtlich wird, dass Einzelbasenvariatlo- 
nen im Genom mit unterschiedlicher Arzneimittelvertraglichkeit oder Predisposi- 
tion fur verschiedenste Krankheiten verknupft smd- In Zukunft konnte die Kennt- 
nls medizlnisch relevanter Nukleotidvariationen es ermoglichen, Theraplen auf 
die individuelle genetische Ausstattung anzupassen und die Behandlung mit Me- 
dikamenten, die ineffektiv sind oder sogar zu Nebenwirkungen fuhren, konnte 
verhindert werden (Shi, Expert Rev. I^lol. Diagn. 1, 363-365 (2001)). Es ist of- 
fensichtlich, dass Entwicklungen, die eine zelt- und kosteneffiziente Identifizie- 
rung von Nukleotidvariationen ermoglichen, zu weiteren Fortschritten in der 
Pharmakogenetik fuhren. 

SNPs machen den groBten Tell der genetischen Variationen im menschlichen Ge- 
nom aus, und sind die Ursache fur uber 90% der Unterschiede zwischen Indivi- 
duen (Kwok, Annu. Rev. Genomics Hum. Genet 2, 235-258 (2001); Kwok und 
Chen, Curr. Issues Mol. Biol. 5, 43-60 (2003); Twyman and Primrose, Pharmaco- 
genomics 4, 67-79 (2003)). Zum Nachweis solcher genetischer Variationen und 
anderer Nukleinsaure-Varianten wie Mutationen konnen verschiedene Verfahren 
eingesetzt werden. Beispielsweise kann die Identifikation der Varlante einer Tar- 
get-Nukleinsaure durch Hybridisation der zu analysierenden Nukleinsaure-Probe 
mit einer Sequenzvarianten -spezifischen Hybridisationssonde unter geeigneten 
Hybridisatlonsbedingungen erfolgen (Guo et aL, Nat. Biotechnol- 15, 331-335 
(1997)). 
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Es hat slch jedoch herausgestellt, dass derartige Hybridisierungsmethoden ins- 
besondere den kllnischen Anforderungen hinsichtlich der erforderlichen Sensiti- 
vitat derartlger Assays nicht genugen. Deshalb hat zum Nachweis von Mutatio- 
nen, Slngle-Nukleotid-Polymorphismen (SNP) sowle anderen allelischen Se- 
quenzvarianten insbesondere auch die PGR (Saiki et aL, Science 239, 487-490 

(1988) ) breiten Eingang in molekularbiologische und diagnostische Untersu- 
chungsverfahren gefunden, wobei eine im Hinbiick auf die Existenz einer Variante 
zu untersuchende Target-Nukleinsaure durch eine Polymerase-Kettenreaktlon vor 
der Hybridislerung amplifiziert wird. Als Hybridlsationssonden fur derartige As- 
says werden in der Regel einzelstrangige Oligonukleotide verwendet- Eine abge- 
wandelte Ausfuhrungsform dieser Assays sind solche, die fluoreszierende Hybri- 
datlonssonden einsetzen (Livak, Genet Anal. 14, 143-149 (1999)). Generell wird 
angestrebt, Verfahren zur Bestlmmung SNPs und andern Sequenzvarlationen zu 
automatisieren (Gut, Hum. iviutat. 17, 475-492 (2001)). 

Eine bereits im Stand der Technik bekannte Alternative zur Sequenzvarianten- 
spezlflschen Hybridlsierung bietet die sogenannte Ailel-spezifische Amplifikation 
(Newton et a!., Nucieic. Acids Res. 17, 2503-2516 (1989); Germer et al., ge- 
nome res. 10, 258-266 (2000); Gibbs et al-. Nucleic. Acids Res. 17, 2437-2448 

(1989) ; Wu et al., PNAS 86, 2757-2769 (1989); Ishlkawa et al.. Hum. Immunol. 
42, 315-318 (1995)). Bel diesem Nachweisverfahren werden bereits wahrend der 
Amplifikation Varianten-spezifische Ampllfikationsprimer eingesetzt, die in der 
Regel am 3"-termlnalen Ende des Primers elnen sog. diskrimlnierenden termina- 
len Nukleotldrest besltzen, welcher lediglich komplementar zu nur einer spezlel- 
len Variante der nachzuwelsenden Target-Nukleinsaure ist. Bei dieser Methode 
werden Nukleotidvarlatlonen durch die An- oder Abwesenheit von DNA-Produkt 
nach der PCR-Amplifikation bestlmmt. Das Prinzip der Allel-spezifischen 
Amplifikation baslert auf der Ausbildung von kanonlschen oder nicht kanonlschen 
Primer-Template-Komplexen am Ende von allel-spezlflschen Primersonden. An 
einem korrekt gepaarten 3'-Primerende kann die Amplifikation durch eine DNA- 
Polymerase stattflnden, bei einem fehlgepaarten Primerende hingegen sollte die 
Verlangerung gehemmt seln. 

US 5,595,890 beschreibt beispielsweise derartige Verfahren zur Allel-spezifischen 
Amplifikation sowle deren Anwendung zum Nachweis von klinisch relevanten 
Punktmutationen, beispielsweise im k-ras-Onkogen. US 5,521,301 beschreibt 
ebenfalls Verfahren zur Allel-spezifischen Amplifikation zur Genotypislerung des 
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ABO-Blutgruppensystems. US 5,639,611 offenbart dagegen die Verwendung Al- 
lel-spezlfischer Amplifikatlon Im Zusammenhang mit dem Nachwels der fur Si- 
chelzell-Anamie verantwortlichen Punktmutation. 

Die Allel-speziflsclie Ampllfikation ist jedocli insofern problematisch, das sie sich 
durch eine nur geringe Selektlvitat aufzelchnet, wodurch weitere, aufwendlge 
und damltzeit- und kosten intensive Optimierungsschrltte bedingt werden. 
Derartige Verfahren zum IMachweis von Sequenzvarlanten, Poiymorpliismen und 
vor allem Punktmutationen erfordern insbesondere dann elne Allel-spezlfische 
Amplifikatlon, wenn sich die nachzuweisende Sequenzvariante im Unterschuss 
verglichen mIt einer im Uberscliuss vorhandenen Variante desselben Nukiein- 
saureabschnitts (bzw. desselben Gens) befindet. 

Eine derartige Situation ist beispielsweise dann gegeben, wenn mit Hilfe von Al- 
lel-spezlfischer Amplifikatlon dlssemlnierte Tumorzellen In KorperflQsslgkelten 
wie Blut, Serum oder Plasma nachgewiesen werden sollen (US 5,496,699). Zu 
dlesem Zweck wird zunaclist DNA aus Korperflussigkeiten wie Blut, Serum oder 
Plasma isoliert, welche sich aus einem Unterschuss DNA aus disseminierten Tu- 
morzellen sowie eInem Uberschuss an DNA aus nicht proliferlerenden Zellen zu- 
sammensetzt. Die fur die tumorale DNA signifikanten Mutationen im k-Ras Gen 
mussen somit aufgrund von wenigen Kopien tumoraler DNA in Gegenwart eines 
Uberschusses an Wildtyp DNA nachgewiesen werden. 

Alle im Stand derXechnlk beschriebenen Verfahren zur Allel-spezlfischen Ampllfi- 
kation haben den Nachteil, dass trotz der Verwendung von 3 ' diskriminierenden 
Nukleotidresten eine Primerextension in Gegenwart einer geeigneten DNA Poly- 
merase in geringerem Umfang auch dann erfolgt, wenn die Target-Nukleinsaure 
nicht exakt der nachzuweisenden Sequenzvariante entspricht, d. h., sich von die- 
ser zumindest in dem zum diskriminierenden Nukleotidrest komplementaren 
Nukleotld unterscheidet. Dies fuhrt insbesondere dann zu falsch-positiven Ergeb- 
nissen, wenn eine bestimmte Sequenzvariante in einem UberschuB-Background 
von Nukleinsauren enthaltend eine andere Sequenzvariante nachgewiesen wer- 
den soil. Dies ist wie oben erwahnt beispielsweise bei der Detektion von be- 
stimmten k-Ras-Allelen als Indikator fur disseminierte Tumorzellen der Fall. Ein 
welterer Nachteil der bekannten Verfahren besteht darin, daB in jedem Falle ein 
3^ terminal diskriminierender Oligonukleotidrest verwendet werden muB. MaB- 
geblich fur die Nachteile dieser auf PGR basierenden Verfahren ist die Unfahigkeit 
der in diesen Verfahren eingesetzten Polymerasen, ausreichend zwischen Ba- 
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senfehlpaarungen zu diskriminleren. Blslang war es daher nicht moglich, direkt 
durch PGR eine elndeutige Aussage uber die An- bzw. Abwesenheit einer Muta- 
tion zu machen. Es bedarf bislang immer weiterer zelt- und kostenlntenslve Auf- 
reinigungs- und Analyseverfahren fOr eine elndeutige Diagnose solclier Mutatio- 
nen. Daher werden Neuerungen, die eine Eriioliung der Selektivltat der Allel-spe- 
zifischen PGR Amplifikation ermoglichen, einen signifikanten Einfluss auf Verlass- 
llclikeit und Robustheit der direkten SNP-Analyse durcli die PGR haben. 

Andererseits werden bereits eine Reihe von Modlflkatlonen in der Protelnsequenz 
der DNA-Polymerasen I beschrieben. So erwahnt das US-Patent 6,329,178 DNA- 
Polymerasemutanten mit geanderter kataiytischer Aktivitat, bei denen Mutatlo- 
nen in dem A-Motiv (der hochkonservierten Sequenz DYSQIELR) erfolgt waren. 
Daruber hinaus besciireibt Minnick, T, et al., J. BioL Chem. 274, 3067 - 3075 
(1999) eine Vielzalil von H-co//-DNA-Poiymerase-I-(Klenow-Fragment)-Mutan- 
ten, bei denen Alaninaustausclie vorgenommen warden. Ein Teil der 
beschriebenen I^utanten zeigt eine hoiiere Polymerase-Genauigkeit, bezogen auf 
den Wildtyp. Eine der erwahnten Mutanten ist H881A; besondere Elgenschaften 
dieser Mutanten in Bezug auf die anderen beschriebenen Mutanten werden nicht 
aufgefuhrt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, Sequenzvarlanten mIt er- 
hohter Spezifitat bereitzustellen, nnit deren Hilfe ein Sequenzvarianten-spezlfi- 
sches Nachweisverfahren ermoglicht wird. 

Kurzbeschreibung der Erfindung 

Es wurde (iberraschenderweise gefunden, dass spezlelle Mutanten von DIMA-Po- 
lymerasen der Familie A, namllch solche, in denen das konservierte G-Motiv und 
insbesondere dessen QHV-Aminosauresequenz modlfiziert wurde, eine erhohte 
Fehlerpaarungs-Diskriminierung aufweisen und in Nachweisverfahren fur Se- 
quenzvarlanten einsetzbar sind. Die thermostabllen Varianten hiervon sind zur 
allelspezifischen PGR geeignet- Die vorilegende Erfindung betrifft im Einzelnen 

(1) eine DNA-Polynnerase der Familie A, die eine modifizlerte Motiv-G-Sequenz 
und eine, im Vergleich zu der entsprechenden Wildtyppolymerase, erhohte Fehl- 
paarungs-Diskriminierung aufweist, oder ein Klenow-Fragment derselben; 

(2) eine bevorzugte DNA-Polymerase von Ausfuhrungsform (1), wobel In der 
Motlv-C-Sequenz QVH in Position 879-881, bezogen auf das in SEQ ID NO:2 
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gezelgte Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase, wenigstens der 
Aminosaurerest Q879 durch einen lipophilen Aminosaurerest ersetzt ist; 

(3) eine DNA-Sequenz, die die DNA-Polymerase oder deren Klenow-Fragment 
gemaB Ausfiihrungsform (1) oder (2) codiert; 

(4) einen Vektor, der die DNA-Sequenz gemaB Ausfuhrungsform (3) entiialt; 

(5) eine WIrtszelle, die mit dem Vektor gemaB Ausfulirungsform (4) transfor- 
miert ist und/oder eine DIMA gemaB Ausfulirungsform (3) aufweist; 

(6) eln Verfahren zur Herstellung einer DNA-Polymerase oder deren Klenow- 
Fragment gemaB der Ausfuhrungsform (1) oder (2), umfassend das Kultivieren 
einer Wirtszelle gemaB Ausfuhrungsform (5) und das Isolieren der DNA- 
Polymerase Oder des Klenow-Fragments aus der Kultur oder dem 
Kulturuberstand; 

(7) die Verwendung der DNA-Polymerase oder des Klenow-Fragments gemaB 
Ausfuhrungsform (1) oder (2) In diagnostischen und molekularbiologischen 
Vefahren, einschlieBlich allel-speziflscher PGR, DNA-Amplifikation mittels PGR, 
Klonlerung usw-; 

(8) eln Verfahren zur Bestimmung der An- oder Abwesenheit von mindestens 
einer Sequenzvarlante in einer oder mehreren Target-Nukleinsauren In einer in- 
divlduellen Probe unter Verwendung einer DNA-Polymerase gemaB der Ausfuh- 
rungsform (1) Oder (2); und 

(9) einen Kit zur Bestimmung der An- oder Abwesenheit von mindestens einer 
Sequenzvarlante in einer oder mehreren Target-Nukleinsauren in einer 
Individuellen Probe gemaB des Verfahrens nach Ausfuhrungsform (8) enthaltend 
wenigstens eine DNA-Polymerase gemaB Ausfuhrungsform (1) oder (2). 

Kurzbeschreibung der Figuren 

FlQ. 1: Autoradlogramme nach denaturlerender PAGE zur Untersuchung des 
Einflusses von i^utatlonen in E. coli DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment, 5'-^3'- 
Exonuklease-defizlent) in Positionen 879-881 (SEQ ID NO:2) auf die Selektivitat 
der Primerverlangerung. Reaktlonen enthielten 150 nM Primer-/Matrlzen-Kom- 
plex (Primer: 5 '-AGA AAA TAG GTG TAT TGG TX-3 X= A, G, G oder T (SEQ ID 
NO: 11); Matrize: 5 '-GA TGG GTG GAG AGG GYA GGA ATA GAG GTA TTT TGT-3 
Y= A, G, G Oder T (SEQ ID NO: 12), 1 mM jeweils dATP, dGTP, TTP, dGTP und 
600 nM DNA-Polymerase. Inkubatlon bei 37^G fur 10 min In Puffer (50 mM Tris- 
HGI pH 7,3, 10 mM MgCh, 1 mM DTT, 0,05% Triton® X-100). 
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Fig. 2: Autoradiogramme nach denaturierender PAGE zur Untersuchung des 
Einflusses von Mutatlonen in E. coll DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment, 5'->3'- 
Exonuklease-defizient) in Positionen 879-881 (bezogen auf das in SEQ ID NO: 2 
gezeigte Klenow-Fragment aus E. coli) auf die Selel<tlvitat der Primerverlange- 
rung. Reaktionen entfiielten 150 nM Primer-/i^atrizen-Komplex [ai Primer: 5'- 
GAC CCA CrC CAT CGA GAT TTC T-3'(SEQ ID NO: 14); Matrizen: 5'-GGT CTA 
GCr ACA GXG AAA TCT CGA TGG AGT GGG TC-3', X = A oder T (SEQ ID 
NO: 15); bi Primer: 5'-GTT TTA GAT GTT AAA TCA CAC TTA T-3' (SEQ ID 
NO: 15); Matrize: 5 '-CTT TCC AGA CAA OCT AAG TGT GAT TTA ACA TCT AAA AC- 
3', X = A Oder G (SEQ ID NO:16)], 1 ml^ jeweiis dATP, dCTP, TTP, dGTP und 
600 nl^ DNA-Polymerase. Inkubation bel 37*»C fQr 10 min In Puffer (50mM Tris- 
HCI pH 7,3, 10 mM MgCIa, 1 mM DTT, 0,05% Triton® X-100). 

ng. 3: Autoradiogramme nach denaturierender PAGE zur Untersuchung des 
Einflusses von Mutatlonen im QVH-Motiv In Taq DNA-Polymerase I auf die Se- 
lektlvitat der Primerverlangerung. Reaktionen enthielten 150 nM Primer- 
/Matrizen-Komplex [ai Primer: 5 '-ACA AAA TAC CTG TAT TCC TX-3 ', X= T (SEQ 
ID NO: 11); Matrize: 5 '-GA TCC CTG GAC AGG CYA GGA ATA CAG GTA TTT TGT- 
3', Y = A Oder G (SEQ ID NO: 12); ^ Primer: 5 '-GAC CCA CTC CAT CGA GAT 
TTC T-3' (SEQ ID NO: 13); Matrize: 5'-GGT CTA GCT ACA GXG AAA TCT CGA 
TGG AGT GGG TC-3 ', X = A Oder T (SEQ ID N0:14); £i Primer: 5 ' -GTT TTA GAT 
GTT AAA TCA CAC TTA T-3 ' (SEQ ID NO: 15); Matrize: 5 '-CTT TCC AGA CAA CXT 
AAG TGT GAT TTA ACA TCT AAA AC-3', X = A oder G (SEQ ID NO: 16)], ImM 
jeweiis dATP, dCTP, TTP, dGTP und 0,6 ng DNA-Polymerase. Inkubation bel 37 
*>C fur 10 mIn In Puffer (50 mM Tris-HCI (pH 9,2 bei 25oC), 16 mM Ammonium- 
sulfat, 2,5 mM MgCIa, 0,1 % Tween® 20). 

no. 4: Real-time PGR Experimente mit Taq (wt) (SEQ ID N0:4) und LVL-Mutante 
(SEQ ID NO:4 mlt LVL In Positionen 782 - 784). Die Experimente wurden mittels 
einem iCycler (BIORAD) System durchgefuhrt. Typische Reaktion in 20 pi 
enthlelt: 40 pM der betreffenden Matrize in Taq DNA-Polymerase Puffer (50 mM 
Tris-HCI (pH 9,2 bel 25*'C), 16 mM Ammoniumsulfat, 2,5 mM MgCl 2, 0,1% 
Tween® 20, 0,3 mM dNTPs) 0,5 (jM der belden Primer und 95 ng Taq DNA-Poly- 
merase und eine 1/50.000 von SybrGreen I lO.OOOx-Losung in DMSO {Molecular 
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Probes). Die PGR wurde mit folgendem Programm durchgefQhrt: Zyklen bel QB^C 
f=ur 30 s, 55*>C fQr 35 s und 72*'C fur 40 s. Reaktionen Iw, 2w, 3w und 4w 
wurden mit dem Wildtyp-Enzym, Im, 2m, 3m und 4m mit der LVL-i^iutante 
durchgefQhrt. DNA-Sequenzen: 

ai Primersonde: 5'-d(GAC CCA CTC CAT CGA GAT TTC T) (SEQ ID NO: 19); Re- 
verse Primer: 5'-d(AGA GGA AAG ATG AAG TAC TAT G) (SEQ ID NO:20); Mat- 
rize: 5'-d(CAA CTG TTC AAA CTG ATG GGA CCC ACT CCA TCG AGA TTT CXC TGT 
AGC TAG ACC AAA ATC ACC TAT TTT TAC TGT GAG GTC TTC ATG AAG AAA TAT 
ATC TGA GGT GTA GTA AGT AAA GGA AAA CAG TAG ATC TCA TTT TCC TAT CAG 
AGC AAG CAT TAT GAA GAG TTT AGG TAA GAG ATC TAA TTT CTA TAA TTC TGT 
AAT ATA ATA TTC TTT AAA ACA TAG TAC TTC ATC TTT CCT CT), X= A (wild- 
typ)(l) Oder T (iviutante)(2) (SEQ ID NO:21). 

bi Primersonde: 5'-d(GTr TTA GAT GT TAA ATC ACA CTT AT) (SEQ ID NO:22); 
Reverse Primer: 5'-d(AAA GCT CCT TTC TGA ATA TTG AG) (SEQ ID NO:23); 
l^atrize: 5'-d(AAA ATG TGA GAA GGG ACC TCA TAA AAT ATG TCA TAT GGA AAT 
GAG CAG ATA ATA AAG ATT ATA GCT TTT CTT TGT CAA AAG GAG ACT CAA TAT 
CTT TAC TCT TTC ATC AGG ACA TTG TGA CAA ATG TTT CCC CCA GAA TCA TCC 
GGG GAA CCA CCT CTG GCC CCA TGT ATG GCC CTG GAC AAA GCT CCT TTC TGA 
ATA TTG AGC TCA TCA GTG AGA AAA CGG CTG CAT ATT GGT GTC AAA GTG TCA 
CTG AAC TAA AGG CTG ACT TTC CAG ACA ACX TAA GTG TGA TTT AAC ATC TAA 
AAC), X= A (wildtyp)(3) oder G (l^utante)(4) (SEQ ID NO:24). 

FiQ. 5: Autoradiogramme nach denaturierender PAGE zur vergleichenden 
Untersuchung des Einflusses von Mutationen in E. coli DNA-Polymerase I 
(Kienow-Fragment, 5'-^3'-Exonuklease-defizient) in Positionen 879-881 (SEQ ID 
N0:2) auf die Selektivitat der Primerverlangerung. Verglichen wurde die 
erflndungsgemaBe Mutante LVL mit der literaturbekannten Mutante QVA 
(Minnick, T. et al., J. Biol. Chem. 274, 3067 - 3075 (1999)). Reaktionen 
enthielten 150 nM Primer-/I^atrizen-Komplex (Primer: 5' -ACA AAA TAC CTG TAT 
TCC TX-3', X= A, G, C Oder T (SEQ ID NO: 11); l^atrlze: 5'-GA TCC CTG GAC 
AGG CYA GGA ATA CAG GTA TTT TGT-3 ', Y= A, G, C Oder T (SEQ ID NO: 12), 1 
mM Jewells dATP, dCTP, TTP, dGTP und 600 nM DNA-Polymerase. Inkubation bei 
37°C fiir 10 min in Puffer (50 ml^l Tris-HCI pH 7,3, 10 mM MgClz, 1 mM DTT, 
0,05% Triton® X-100). 
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Sequenzprotokoll - Freier Text 



SEQ ID NO; 


Beschreibung - freier Text 


1 


E. coli Wildtyp Klenow Fragment der DNA Polymerase 1 


2 


E.coli Klenow Fragment der DNA Polymerase 1 


3 


Wildtyp Taq Polymerase 


4 


Wildtyp Taq Polymerase 


5 


Primer 


6 


Downstream-Primer 


7 


AnHQp*nQf*-Prirn<=»r 

iClOdl^C il III Id 




Primer R/l POTH 

rlllllC^I 1 V L.^i W ill 


9 


Matrize TFVL90A 


10 


Matrize TFVL90G 


11 


Primer zur Detektion des SIMPs in der humanen genomischen Factor-V- 

Leiden-DNA-Sequenz 


12 


Matrize der humanen genomischen Factor-V-Lelden-DNA-Sequenz; n=g, 
Wildtypmatrize; n=a, mutante Matrize 


13 


Primer zur Detektion der humanen somatische BRAF-T1796A- Mutation 


14 


Wildtyp Matrize des BRAF Gens; w= t, Wildtypmatrize; w = a, mutante 

Matrize 


15 


Primer zur Detektion der humanen Dihydropyrimidin-Dehydrogenase 

^nPvD^ Mnhahinn r^7'^^A 




MafrriTf^ fif*Q hiimarif^n f^Px/r^* r = n Wilf1tvnm;^t*ri7'p' r = a mnt'anfp 

1*101 CI 1 iui 1 loi Id 1 1 y / 1 f vviiucy|_/iiiciiMi f i iiiLJi,uii 

Matrize 


17 


Primer zur Detektion der humanen sauren Ceramidase Mutation 'A107G 


18 


Matrize der humanen sauren Ceramidase; r = a, Wildtypmatrize; r = g, 
mutante Matrize 


19 


Primersonde BrafT 


20 


umgekehrter Primer fur BRAF 


21 


Zielmatrize BrafX; w = a, Braf A (Wildtyp); w = t, BrafT (Mutante) 


22 


Primersonde DpyDT 


23 


umgekehrter Primer fOr DpyDT 


24 


Zielmatrize DpyDX; r = a, DpyDA (Wildtyp); r = t, DpyDT (Mutante) 


25 


pTTQ18::Taq 


26 


PQE30 


27 


Matrizenausschnitt (SEQ ID NO: 14); w = t, Wildtyp; w = a, mutante 

Matrize 


28 


Matrizenauschnitt (SEQ ID NO: 16); r = g, Wildtyp; r = a, Mutante 


29 


Matrizenauschnitt (SEQ ID NO: 12); r = t, Wildtyp; r= a, Mutante 



Detaillferte Beschreibung der Erfindung 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind mutierte DNA-Polymerasen der Fa- 
mine A mit erhohter Fehlpaarungs-Diskriminierungsfahigkeit, oder Klenow-Frag- 
mente derselben. Die erhohte Fehlpaarungs-DIskriminierungsfahiglceit - worunter 
eine hohe Selektivitat gemaB der Watson-Crick-Regein belm Einbau von kom- 
plementaren Basen, wie auch schon der Aniagerung eines Primers an die l^atrlze 
zu verstelien ist, d. h. ein groBeres Veriangerungsselektivitatsveriialtnis 
(Fmatch/Fmismatch) als die entsprecliende Ausgangspolymerase (Wlldtyp) aufweist (z. 
B. bestimmt in dem Fluoreszenz-Testsystem gemaB Beispiel 2) - kann durcli 
Mutation einer bestimmten Aminosauresequenz in natQrIiclien Enzymen erreicht 
werden. Die dadurch bedingten Eigenscliaften der DNA-Polymerasen ubertrefFen 
die der "State-of-tiie-art" Wildtyppolymerasen, wie sie derzelt kommerziell ver- 
trieben werden- Die Erholiung der Selektivitat der Aktivitat von DNA-Polymera- 
sen ermogllcht verlassllchere Systeme zum Nachweis von Mutatlonen oder Poly- 
morphismen, die dlrekte Diagnose durch allel-spezifische PGR ohne nachge- 
schaltete zeit- und kostenintenslve Aufreinigungs- un d Analyseverfahren und 
hohe Nachhaltigkeit, da keine chemischen modiflzierten Primer verwendet wer- 
den mussen. 

Nachfolgend Definitionen sind auf die gesamte Anmeldung anzuwenden, sind 
aber nicht limitierend zu verstehen. "DNA-Polymerasen der Familie A" (auch Po- 
lymerasen I genannt) sind solche DNA-polymerlsierenden Enzyme, die das A- 
Motiv mit der Sequenz DYSQIELR in ihrem aktiven Zentrtim aufweisen. Es zahlen 
dazu auch die hier beschrlebenen Enzyme, die Mutationen im C-Motiv aufweisen. 
Insbesondere zahlen zu diesen auch thermostabile DNA Polymerasen, sowie de- 
ren Mutanten. 

Unter dem Begriff "Klenow-Fragment" wird ein jedes C-terminale Fragment einer 
DNA-Polymerase der Familie A verstanden, das sowohl Polymeraseaktivitat wie 
auch 3'-^5' Exonukleaseaktivitat (aber keine 5'->3' Exonukleaseaktivitat) besitzt. 
Unter "Vektoren" im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Plasmide, Cosmide, 
Phagemide und Viren zu verstehen, die neben einer DNA von Interesse (wobei es 
sich insbesondere um erfindungsgemaBe Sequenzen von DNA-Polymerasen aus 
der Familie A handelt) auch Kontrollelemente, die die Exprimierung der DNA von 
Interesse steuern, umfassen. 

Unter den Begriff "Wirtszellen" fallen sowohl prokaryontische Zellen, wie E. coli 
(insbesondere £ co// XII -blue, DH5a, BI21 (DE3), M15 [pREP4], SG13005 
[pREP4], BL21 (DE3) pLysS), Halomonas elongate, Caulobacter sp,, Halobacte- 
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rium halobium usw,, als auch eukaryontische Zellen, wie Hefe- und andere Pilz- 
zellen, pflanzliche und tierische Zellen, einschlleBllch isolierter menschllcher Zel- 
len, die sich in Zellkultur beflnden. Des Weiteren werden unter dem Begriff 
„Wirtszelle'' auch Zellextrakte verstanden, die bei Vorlage elner mRNA diese 
translatieren konnen, wie Weizenkelmextrakt (wheat germ extract) als auch Ka- 
ninchen-Reticulocytenextrakt (Rabbit reticulocyte extract, (RRL)). Weiterhin wer- 
den hier auch in vitro Expressionssystem als „Wirtszelle'^ verstanden, wie z. B. 
das T7 Expression System, pBAD Expression System, ThloFusIon^"^ Expression 
Systems, trc Expression System, PL Expression System, PurePro^"^ Caulobacter 
Expression System, Microbiological Media and Media Components, Qiagen pQE 
Expression System und das Novagen pET Expression System usw, 

Ausfuhrungsformen (1) und (2) der Erfindung betreffen DNA-Polymerasen der 
Famine A Oder deren Klenow-Fragment, die sich von naturllch vorkommenden 
DNA-Polymerasen dadurch unterscheiden, dass sie eine erhohte 
Fehlpaarungsdiskriminierung aufweisen, was zu einer erhohten Selektivitat der 
Enzymaktivitat fuhrt. Die erfindungsgemaBen DNA-Polymerasen leiten sich von 
bakterieilen DNA-Polymerasen, wie Polymerasen von f. coU, Aquifex, Borie/ia, 
Bacillus, Chlamydia, Chlamydophila, Chloroflexus, Haemophills, Heliobacter, 
Lacococcus, Methylobakterium, Myocobakterlum, Rohodothermus, Rickettsia, 
Streptococcus, Streptomyces, Syncechocysts, Treponema usw., insbesondere 
jedoch auch von Polymerasen thermostabiler Organismen wie Tliermus 
aquaticus, Thermus thermophilus^ Tliermus filiformis^ Rhodothermus obamensis^ 
Bacillus stearothermophilus usw. ab. Bei den erfindungsgemaBen DNA- 
Polymerasen gemaB Ausfuhrungsform (1) Oder deren Klenow-Fragmenten ist 
dabei insbesondere in der Motlv-C-Sequenz QVH in Positionen 879 - 881 (in Be- 
zug auf das in SEQ ID NO:2 gezeigte Klenow-Fragment der DNA-Polymerase aus 
E. coll) wenigstens ein Aminosaurerest, vorzugsweise das Q und/oder das H, 
durch einen lipophilen Aminosaurerest ersetzt. 

In AusfQhrungsform (2) der Erfindung ist wenigstens der Aminosaurerest Q879 
bezogen auf SEQ ID N0:2 durch einen lipophilen Aminosaurerest ersetzt. In 
einem bevorzugten Aspekt der Ausfuhrungsform (2) Ist In der Motlv-C-Sequenz 
QVH weiterhin der Aminosaurerest H881 durch einen lipophilen Aminosaurerest 
ersetzt. 
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In einem welteren bevorzugten Aspekt der Ausfuhrungsformen (1) und (2) ist 
der Aminosaurerest in Position 880 (bezogen auf SEQ ID NO: 2) ausgewahit aus 
Val, Leu, He, Ala Oder Tyr und besonders bevorzugt ausgewahit aus Val und He. 

"Lipophile Aminosaurereste" im Sinne der vorliegenden Erfindung umfassen die 
Aminosaurereste Gly, Ala, Val, Leu, Met, Phe, Trp, He, Pro usw. Bevorzugte Reste 
sind dabei Gly, Ala, Val, Leu und He. Im Sinne der vorliegenden Erfindung ist die 
Motiv-C-Sequenz QVH vorzugsweise durch die Sequenzen LVL, LVG, QVL, PIL, 
QW, LVA, LAA, LW, LVI, IVI, III, VW, QW, QVA usw. ersetzt, wobei ein Aus- 
tausch durch LVL und LVG besonders bevorzugt ist. 

Neben dem vorstehend genannten Austausch kann die erfindungsgemaBe Poly- 
merase noch weitere Mutatlonen wie z. B. Deletionen, Substitutionen und/oder 
Additionen (jeweils bis zu 20 Aminosaureresten) aufweisen, vorausgesetzt dass 
dadurch das groSere Verlangerungsverhaltnis (Fmatch/Fmismatch), bezogen auf den 
Wildtyp, nicht beeintrachtigt wird. Zu den Substitutionen zahlen dabei insbeson- 
dere weitere (vorzugsweise konservative) Austausche in der Motiv-C-Sequenz, 
die neben dem oben aufgefuhrten Ersetzen wenigstens eines Restes in QVH 
durch einen lipophilen Aminosaurerest erfolgen. So umfasst die vorliegende Er- 
findung insbesondere auch solche DNA-Polymerasen, die eine Aminosaurese- 
quenz LVN, LYH, PLQ, LVQ, QDL, QEL, QUV usw. an der Stelle von QVH im C- 
Motiv enthalten. 

Daruber hinaus wurde gefunden, dass auch eine DNA-Polymerase mit der Se- 
quenz QVN anstelle von QVH im C-Motiv ein groBeres Verlangerungsverhaltnis 
(Fmatch/Fmismatch), bezogen auf den Wildtyp, aufweist. 

Weiterhin beinhaltet die Erfindung eine Taq -Polymerase, deren QVH Sequenz wie 
vorstehend beschrieben ausgetauscht wurde. Besonders bevorzugt sind dabei 
solche Taq-Polymerasen, deren QVH Sequenz durch LVL oder LVG ausgetauscht 
wurde (in Bezug auf die in SEQ ID NO:4 gezeigte Taq Polymerase Protelnsequenz 
sind die Positionen 782-784 vom Austausch betroffen). 

Bei den erfindungsgemaBen Klenow-Fragmenten ist es bevorzugt, dass wenigs- 
tens zwel Aminosaurereste in QVH durch lipophile Aminosaurereste ersetzt sind. 
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Besonders bevorzugt unter den vorstehend genannten Sequenzen mit zwei Aus- 
tauschen sind - auch fur die Klenow-Fragmente - LVL und LVG- 

Dle erflndungsgemaBen Polymerase-Mutanten besitzen im Vergleich zu der 
llteraturbekannten Mutante QVA (Minnick, T. et al., J. Biol. Chem- 274, 3067- 
3075 (1999)) eine erhohte Selektivitat der Primerverlangerung (Bsp. 7, Rg. 5). 
Wie Figur 5 zeigt, hat die QVA-Mutante eine wesentlich hohere Neigung als die 
LVL-Mutante gemaB der vorliegenden Erflndung, Fehlpaarungen zu verlangern. 

Die Aminosauresequenz der erflndungsgemaBen DNA-Polymerasen wurde somit 
an einer oder mehreren Steilen verandert Im Vergleich zu den DNA-Wildtyppoly- 
merasen, und dies splegelt sich auch auf Nuklelnsaureebene wieder. Erfindungs- 
gegenstand 1st auch eine DNA Sequenz, die fQr eine der erflndungsgemaBen 
DNA-Polymerasen oder deren Klenow-Fragment codlert (Ausfuhrungsform (3) 
der ErFindung). Ebenso ist ein Vektor, der die DNA-Polymerase (1) oder (2) 
codierende DNA Sequenz enthalt, sowie eine Wirtszelle, die mit einem Vektor 
transformiert ist, der die DNA-Polymerase (1) oder (2) codierende DNA Sequenz 
enthalt, und/oder die eine die DNA-Polymerase (1) oder (2) codierende DNA 
aufweist, Gegenstand der Erfindung. Ebenfalls Erflndungsgegenstand 1st ein 
Verfahren zur Hersteliung einer DNA-Polymerase oder deren Klenow-Fragment, 
welches das Kultivieren der transformlerten Wirtszelle und das Isolleren der 
DNA-Polymerase oder des Klenow-Fragments aus der Kultur oder dem 
Kulturuberstand umfasst. 

Thermostabile DNA-Polymerasen gemaB Ausfuhrungsform (1) oder (2) der 
Erfindung haben eine hohere Selektivitat In der Polymerase Kettenreaktion (PGR) 
und dlskriminleren besser zwischen einzelnen Fehlpaarungen und kanonischen 
Komplexen als naturlich vorkommende DNA-Polymerasen- Dies bedlngt 
verbesserte Elgenschaften der Mutanten im Einsatz von diagnostischen (Allel- 
spezifische PGR) und moiekularbiologischen (DNA-Ampllflkatlon mlttels PGR, 
Klonierung) Verfahren. Verfahren, In denen die erflndungsgemaBe DNA- 
Polymerase Oder deren Klenow-Fragment eingesetzt werden kann, sInd daher 
ebenfalls Gegenstand der Erflndung- 

Die DNA-Polymerase gemaB Ausfuhrungsform (1) oder (2) der Erfindung ist auch 
in einem Verfahren zur Bestimmung der An- oder Abwesenhelt von 
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Sequenzvarianten In einer oder mehreren Target-Nukleinsauren in einer 
individuellen Probe einsetzbar (Ausfuhrungsform (8)). Solch efn Verfahren 
umfasst vorzugsweise elnen oder mehrere der folgenden Schritte: 

a) Zugabe von 

- Desoxy-Nukleosid-Triphosphaten, 

- einer der erflndungsgemaBen DNA-Polymerasen 

- mindestens einem diskrlmlnlerenden Primer, enthaltend mindestens einen 
diskriminlerenden Nukleotidrest, wobel fur Jede nachzuweisende Sequenz- 
varlante einer Target-Nukleinsaure ein Primer zugegeben wird, welcfier 
eine Sequenz komplementar zur nachzuwelsenden Sequenzvarlante auf- 
weist, und wobel die nachzuweisende Sequenzvarlante In der Target-Nuk- 
leinsaure komplementar zu mindestens einem 3'-terminalen-, 3'-proxi- 
termlnalen- , oder 3'-proxl-proxl-termInalen Nukleotidrest des dlskrlmi- 
nierenden Primers ist, 

- mindestens einem weiteren Primer, der komplementar 1st zu einem 
Primer-Extentslonsprodukt, entstehend durch Extension eines 
diskriminlerenden Primers 

b) DurchfOhrung einer Primer-Extensionsreaktlon, wobel ein Verlangerungspro- 
dukt des diskriminlerenden Primers im Wesentllchen nur dann erhalten wird, 
wenn die Probe eine Target-Nukleinsaure mit der nachzuwelsenden Sequenz- 
varlante enthalt 

c) Trennung des Produkts der Primer-Extensionsreaktion von der Template-Nuk- 
leinsaure 

d) Zyklische Wiederholung der Schritte b) und c) zum Erhalt eines Ampliflka- 
tionsproduktes, beisplelsweise durch Polymerase-Kettenreaktion 

e) Bestlmmmung der An- oder Abwesenheit einer Sequenzvariante aufgrund der 
An- Oder Abwesenheit des Ampllflkationsproduktes. 

In diesem Zusammenhang sind die fur die Beschreibung des erflndungsgemaBen 
Verfahrens verwendeten Begrlffe wie folgt zu verstehen: 

Eine "erfindungsgemaBe DNA Polymerase" 1st dabei eine wIe vorstehend defl- 
nierte DNA-Polymerase der Familie A, die das A-Motiv mit der Sequenz 
DYSQIELR in Ihrem aktiven Zentrum aufweist und bestimmte Mutationen im C- 
Motiv besltzt- Insbesondere zahlen zu diesen auch thermostablle DNA Polymera- 
sen mit Mutationen im C-Motiv. Bel den Mutationen handelt es sich um konser- 
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vative Substitutionen der QVL Aminosaurereste des C-Motivs und/oder die vor- 
stehend definierten nlcht-konservierenden Substitutionen. 

Eine "thermostabile DNA Polymerase" ist eine Polymerase, die auch bei Tempe- 
raturen von uber 42^C funktionsfahlg ist, und insbesondere bei auf PGR basie- 
renden Amplifikationsverfahren eingesetzt werden kann. 

Insbesondere fallen unter den Begriff „Extensionsreaktionen^^ Reaktionsgemische, 
die wenigstens eine Polymerase, Nukleotide, eine Matrize(n) und Primer 
umfassen. Die Reaktionsbedingungen sind so gewahit, dass der/die Primer sich 
an die Matrize aniagern kann/konnen, und die Polymerase die Verlangerung 
des/der Primers durch Einbau von matrizenkomplementaren Nukleotiden kataly- 
siert. Als Produl<t entsteht ein Primerextensionsprodukt. 

Eine "Target-Nukleinsaure" ist ein Nuklelnsaure-Abschnitt aus einer blologlschen 
Probe, deren Sequenz mlt Hilfe des erfindungsgemaBen Verfalirens naher analy- 
siert werden soil. Die biologische Probe besteht dabei in der Regel aus genomi- 
sclier DNA. Ebensogut ist das erfmdungsgemaBe Verfaiiren jedoch fur die Ana- 
lyse von RNA-Sequenzvarlanten geeignet. Es 1st dabei unerheblich, ob die Probe 
aus zellularem Material oder biologischen Flussigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, 
Urin Oder Speichel isoliert wurde. 

Unter einer "Sequenzvarlante" Im SInne der Erfindung ist eine Target-Nuklein- 
saure mit einer bestimmten Nukleinsaure-Sequenz zu verstehen, die sich von 
Sequenzen anderer moglicher Target-Nukleinsauren nur minimal unterscheidet 
und bedingt durch diese minimalen Unterschiede identifizierbar ist. Dabei 
betreffen die Sequenzunterschiede vorzugsweise zwischen ein und drei aufeinan- 
der folgende Nukleotldreste. Besonders geeignet Ist die vorliegende Erfindung 
zur Identifikation von Sequenzvarianten betreffend nur einen einzelnen Nukleo- 
tldrest (SNP). Dabei kann es sich sowohi um einen Basenaustausch, aber alter- 
nativ auch um Nukleotidadditionen bzw. -deletionen handeln. Auf diese Art kon- 
nen verschiedene Allele vonelnander unterschieden werden- Punktmutationen 
Oder Polymorphismen konnen so ebenfalls nachgewiesen werden. Unter einer 
Sequenzvariante werden somit insbesondere auch Punktmutationen oder Poly- 
morphismen verstanden, die Im Hinbllck auf prognostische oder diagnostische 
Fragestellungen analyslert werden. 

Bei einer Matrizen-abhangigen Polymerisation von Desoxynukleotld-triphospha- 
ten erfolgt beginnend am 3'-Ende eines sogenannten Primers, welcher an eine 
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einzelstrangige Template-Nukleinsaure hybridislert ist, eine Polymerisation der 
Desoxynukleotidtrlphosphate in der Weise, dass eine zur Target-Nukleinsaure 
komplementare Sequenz entsteht- Derartige Polymerlsationsreaktionen in 5'-3'- 
Orlentierung werden vorzugswelse enzymatiscli mit sog. DNA-Polymerasen, wie 
beispielsweise Klenow-Polymerase, durchgefuhrt. Besonders bevorzugt sind 
thermostabile DNA-Polymerasen, wie z.B. Taq-Polymerase (Roclie Applied 
Science Katalog Nr. 1146165). 

Ein "dlskriminlerender Primer" Im Sinne der Erfindung ist ein Primer, dessen Se- 
quenz exakt komplementar zu einer bestimmten Sequenzvariante ist, wobei 
diese Sequenz bestlmmte Unterschiede zu eIner anderen Sequenzvariante auf- 
weist, welche sich in der zu analysierenden Probe befinden kann. Als "dlskrimi- 
nlerender Nukleotldrest" wird in diesem Zusammenhang ein Nukleotidrest ver- 
standen, dessen Komplement In den verschledenen existierenden Sequenzvarl- 
anten von unterschiedlichen Nukleotidresten gebildet wird. 

Der "3 '-terminate Nukleotidrest" Ist derjenlge Nukleotldrest, der sich an dem 
termlnalen Ende eines Oligonukleotidprimers befindet, das eine frele 3'-OH- 
Gruppe besitzt. Der "proxi-terminale Nukleotidrest" Ist derjenlge Nukleotidrest 
eines Oligonukleotidprimers, dessen Ende uber eine Phosphatgruppe mit dem 5 
Ende des termlnalen Nukleotidrestes verbunden Ist. Als proxi-proxi-termlnaler 
Nukleotidrest wird derjenlge Nukleotidrest bezelchnet, dessen 3 '-Ende Ober eine 
Phosphatgruppe mit dem 5 '-Ende des proxl-terminalen Nukleotld rests verknupft 
Ist. 

Wie aus der oben stehenden Beschreibung des erfindungsgemaBen VerFahrens 
hervorgeht, handelt es sich bei den Schritten a)-e) im Wesentlichen um eine 
Ampiifikationsreaktion, die abhangig von der An- Oder Abwesenhelt einer be- 
stimmten Sequenzreaktlon zu elnem Amplifikationsprodukt fuhrt. Derartige Ver- 
fahren konnen deshalb nach aus dem Stand der Technlk bekannten Protokollen 
fur PCR-Reaktionen durchgefuhrt werden. 

Gegenstand der Erfindung ist in diesem Zusammenhang auch ein Kit, enthaltend 
Mittel zur DurchfOhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. Ein derartiger Kit 
enthalt Insbesondere eine erflndungsgemaBe DNA-Polymerase. Wahlweise kann 
ein derartiger Kit zusatzllche Komponenten enthalten wie beispielsweise einen 
Oder mehrere (dlskrlminierende) Primer, Desoxynukleotidtrlphosphat, Puffer, 
Quantifizierungsreagenzien, insbesondere interkalierende Reagenzien oder in der 
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kleinen Furche anbindendende Reagenzien, wobei besonders bevorzugt Reagen- 
zien aus der Gruppe von PIcoGreen (Molecular Probes), SybrGreen (Molecular 
Probes), Ethldiumbromid, Gelstar (Cambrex), Vista Green (Amersham) ausge- 
wahlt werden, Polymerase-blockierende Antlkorper, Insbesondere TaqBlock, so- 
wie Mittel zur Template-abhanglgen Polynnerlsation der Desoxynukleotidtriphos- 
phate. Die elnzelnen Komponenten des Kits konnen In verschledenen Ausfuh- 
rungsformen wahlwelse in einem AufbewalirungsgefaB zusammen bzw. in zwei 
Oder mehreren AufbewahrungsgefaBen getrennt enthalten seln, 

WIe aus den welter unten aufgefuhrten Beispielen hervorgeht, sind die beobach- 
teten Effekte hinsichtlich der Verbesserung der Spezlfitat gegenuber aus dem 
Stand der Technik verfugbaren Verfahren quantltativ eindeutig belegbar (vgl. 
Bsp. 7, Fig- 5) und fuhren dazu, dass unter PCR-Ampllflkatlonsbedlngungen 
Extensionsprodukte von Sequenzvarianten-spezifischen Prlmern In der Tat im 
Wesentliclien nur dann erhalten werden, wenn die zu analyslerende Probe eine 
Target-Nukleinsaure mit der nachzuwelsenden Sequenzvarlante enthalt. Dieser 
speziflsche Effekt kann durch Verbesserung und Optlmlerung der jewelllgen PCR- 
Parameter mit Hllfe von dem Fachmann aus dem Stand der Technik bekannten 
MaBnahmen optimiert und an die jeweils nachzuweisende Sequenzvarlante 
adaptiert werden. 

EIne weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrlfft die Durchfflh- 
rung des erfindungsgemaBen Verfahrens mit Hllfe von Real Time PGR. Bei diese 
Methodlk werden die Endprodukte der Amplifikatlonsreaktion nlcht gelelektro- 
phoretisch nachgewiesen, sondern der Verlauf der Ampliflkationsreaktlon wird 
mit Hllfe von geelgneten Fluoreszenz-marklerten Hybridislerungssonden verfolgt, 
so dass kinetische Echtzeitmessungen und Quantiflzierungen moglich sind. 

Bei den fOr die erfindungsgemaBen Verfahren einzusetzenden Hybrldlsationsson- 
den handelt es sich in der Regel um einzelstrangige IMuklelnsauren wle ein- 
zelstrangige DIMA oder RNA bzw. deren Derivate Oder alternatlv auch PNAs, die 
bei der Anneallng-Temperatur der Ampliflkationsreaktlon mit der Target-Nuklein- 
saure hybridlsieren. Ubiicherweise haben diese Oligonukleotide eine Lange von 
20 bis 100 Nukleotlden. 
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Die Markierung kann abhanglg vom genauen Detektionsformat an jeder beliebi- 
gen Ribose- oder Phosphatgruppe des Oligonukleotids eingefuhrt werden. Bevor- 
zugt sind Markierungen am 5'- und 3'-Ende des Nukleinsauremolekuls. Die Art 
der l^larkierung muB im Echtzeit- Modus der Ampllfikationsreaktion detektierbar 
sein. Dies ist beispielsweise nicht nur mit Fluoreszenzmarkierungen moglich, 
sondern alternativ auch mithilfe von Markierungen, die nach dem Prinzip der 
NMR detektierbar sind. 

Dabel sind viele verschledene TestfQhrungen moglich, Als besonders geeignet Im 
Zusammenhang mIt der vorliegenden Erflndung haben sich die folgenden drei 
Detektlonsformate erwlesen: 

1, FRET-Hybridisationssonden: Fur dieses Testformat werden 2 einzelstrangige 
Hybridisationssonden gleichzeitig verwendet, die komplementar zu benaclibarten 
Steflen desselben Strangs der ampllfizlerten Target-Nukleinsaure sind. Beide 
Sonden sind mIt unterschiedlichen Fluoreszenzkomponenten markiert. Bel Anre- 
gung mIt LIcht einer geelgneten Wellenlange einer ersten Komponente ubertragt 
diese nach dem Prinzip des Fluoreszenzresonanzenergietransfers die absorbierte 
Energle auf die zweite Komponente, so dass bei Bindung beider Hybridlsations- 
proben an benachbarte Positionen des nachzuweisenden Target-Molekuls eine 
Fiuoreszenzemission der zweiten Komponente gemessen werden kann. 
Alternatlv konnen ein Fluoreszenz-markierter Primer und nur elne marklerte Oli- 
gonukleotidsonde verwendet werden (Bernard et aL, Analytical Biochemistry 
235, 1001-107 (1998)). 

2. TaqMan-Hybrldisationssonden: Elne einzelstrangige Hybridsidisationssonde 
wird mit 2 Komponenten markiert. Bei Anregung der ersten Komponente mit 
Licht einer geelgneten Wellenlange wird nach dem Prinzip des Fluoreszenz-Reso- 
nanzenergletransfers die absorbierte Energle auf die zweite Komponente, den 
sogenannten Quencher ubertragen- Wahrend des Anneallng-Schrittes der PCR- 
Reaktlon bindet die Hybridlsatlonssonde an die Target-DNA und wird wahrend 
der sich anschlleBenden Elongationsphase durch die 5*-3' Exonuklease-Aktivltat 
der Taq-Polymerase degradlert. Dadurch werden die angeregte Fluoreszenzkom- 
ponente und der Quencher raumllch voneinander getrennt, so dass eine Fiuores- 
zenzemission der ersten Komponente gemessen werden kann. 
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3. Molecular Beacons: Diese Hybridisationssonden sind ebenfalls mit einer ersten 
Komponente und einem Quencher markiert, wobei sich die Markierungen vor- 
zugsweise an den beiden Enden der Sonde befmden- In Losung befmden sich 
beide Komponenten aufgrund der Sekundarstruktur der Sonde in raumlicher 
Nahe zuelnander. Nach Hybrldlslerung an die Target-Nuklelnsaure werden beide 
Komponenten von einander getrennt, so dass nach Anregung mlt Licht einer ge- 
eigneten Wellenlange die Fluoreszenzemisslon der ersten Komponente gemessen 
werden kann (Uzardi et al., US 5,118,801). 

In alternativen Ausfuhrungsformen kann das jeweilige Amplifikationsprodukt er- 
flndungsgemaB auch durch einen DNA-BlndefarbstofF nachgewiesen werden, wel- 
cher be! Interaktion mlt doppelstrangiger Nukleinsaure nach Anregung mit LIcht 
einer geeigneten Wellenlange ein entsprechendes Fluoreszenzsignal emittiert- Als 
besonders geelgnet fur dIese Anwendung haben sich die Farbstoffe SybrGreen 
und SybrGold (Molecular Probes) erwiesen. Aiternativ kbnnen auch 
interkallerende Farbstoffe verwendet werden. 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele und Abbildungen naher 
eriautert. Die beschriebenen Verfahren sind nicht als Einschrankung der Erfin- 
dung sondern als Beispiele zu verstehen, die auch noch nach Modifikationen den 
Gegenstand der Erfindung beschreiben- 

Belspiele 

Beisplel 1: Aufbau einer Bibliothek und Reiniquna von Klenow-Fraament-Varian- 
ten 

Das Plasmid pQKF" (Brakman, S., Nieckchen, P., ChemBioChem 2001, 2, 773-7; 
slehe auch das in SEQ ID NO:26 gezeigte aquivalente Plasmid pQE30) ermoglicht 
die Expression des N-terminalen 6-His-markierten Kienow-Fragments von B-colh 
DNA-Polymerase I (S'-B'exo*^) unter der Kontrolle einer T5-Promotor/Doppel- 
lac-Operator-Sequenz. Die Einfilhrung von Mutationen In die Motiv-C-Sequenz, 
die fur Q879, V880 und H881 codiert, erfolgte durch eine zwelstufige Megapri- 
mer-Mutagenese. PCR-Reaktionen wurden unter Verwendung von PfuTurbo-DNA- 
Polymerase (Stratagene) und unter Standard bed ingungen durchgefuhrt. Die 
erste PGR wurde mit einer dotierten Prlmerbibliothek durchgefuhrt (5'-GTA CGT 
ATG ATC ATG NNN NNN NNN GAT GAA CTG GTA TTT-3'; SEQ ID NO:5), die so 
aufgebaut war, dass sie 40% Nichtwildtyp-Nucleotide auf jeder der neun Ziei- 
positionen und einen 23mer-Downstream-Prlmer (5'-GCT AAT TAA GCT TGG 
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CTG CAG GC-3'; SEQ ID NO:6) enthielt, was ein 195mer-PCR-Produkt ergab. 
Die zweite PGR wurde unter Verwendung des Agarose-Gel-gereinigten 195mers 
und eines 24mer-Antlsense- Primers (5 '-TAG ATG GAG GTT TAG TTG GAA GGG-3 ' 
SEQ ID NO:7) durchgefuhrt und ergab ein 457-bp-Produkt, das mit Gsp45I und 
Hindlll verdaut und m pQKF" einkloniert wurde. Die resultlerende Plasmldblbllo- 
thek wurde in £.-co//-XL-lblue (Stratagene) transformlert, Klone wurden aus 
Agarplatten herausgesucht und getrennt uber Nacht in 96-Napf-Platten gezuch- 
tet, die Superbroth-I^edium (100 MO/ml Ampiclllln) enthlelten. Klenow-Fragment- 
Varlanten wurden parallel in 600-|jl-Kulturen exprlmiert, geerntet und lysiert, 
wobei man 96-Napf-Platten verwendete, wie es beschrieben ist. Die erhaltenen 
300-|jl-Lysate wurden mit 900 |jl Aufbewahrungspuffer (50mM Tris-HGI pH 7,3, 
1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamldln, 1 pg/ml Leupeptin und 
1 |Jg/ml Aprotinin) verdunnt, zentrlfuglert und bel -80 **G aufbewahrt. 
Fur Primerverlangerungsreaktionen und kinetlsche Messungen im stationaren 
Zustand wurden Klenow- Fragment und ausgesuchte Mutanten exprimiert, wIe es 
oben beschrieben ist, und unter Verwendung von Ni-NTA-Agarose (Qlagen) ge- 
reinigt, wobei die Vorschriften des Herstellers befolgt wurden, aber das Imidazol 
im Lyse- und Waschschritt weggelassen wurde. Die erhaltenen Enzyme waren 
>95% rein, was durch SDS PAGE mit Goomassle-Blau-Farbung bestatlgt wurde. 
IMach Austausch des Puffers (gegen 100 mM K2HPO4/ 1 mM DTT pH 6,5 mit 50% 
Glycerin) wurden Konzentrafionen unter Verwendung des Nanoorange-Assays 
(Molecular Probes) gemessen und auf 1 mq/M' eingestellt. 

Beispiel 2: Durchmusterunq (Screening) 

Die Reaktionsgemische fur die Durchmusterung der Bibliothek enthielten 150 nM 
Matrize, 225 nM Primer, 50 mM Tris-HCI pH 7,3, 10 mM MgGb, 1 mM DTT, 
0,05% Triton® X-100 und jeweils 200 pM dNTP. Die Reaktlonen umfassten den 
20mer-Primer FVL20TH (5'-ACA AAA TAG CTG TAT TGC TT-3'; SEQ ID NO:8), 
der so gestaltet ist, dass er mit der 3 '-termlnalen Base an das humane SNP 
G1691A bindet, das an der Faktor-V-Leiden-Mutation betelligt ist. Fur Messungen 
von PaarungsverlSngerungseffizienzen wurde die 90mer-Matrlze TFVL90A (5'- 
GAC ATG ATG AGA GAG ATG GGC TCT GGG CTA ATA GGA CTA CTT GTA ATG TGT 
AAG AGC AGA TGC GTG GAG AGG CAA GGA ATA CAG GTA TTT-S'; SEQ ID 
NO:9), die fQr das mutante Aliel 1691Ades humanen Faktor-V-ORF codiert, ver- 
wendet, was zu einem TA-Basenpaar am 3 '-Terminus des Primers fuhrte. Um 
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Zugang zu Aktlvitaten von Klenow-Varianten zu erhalten, die einen fehlgepaarten 
Primerterminus prozessieren, wurde die 90mer-l^atrize TI=VL90G (5'-GAC ATC 
ATG AGA GAC ATC GCC TCT GGG CTA ATA GGA CTA CTT CTA ATC TGT AAG AGC 
AGA TCC CTG GAC AGG CGA GGA ATA CAG GTA TTT-S'; SEQ ID NO: 10) ver- 
wendet, die fur das entsprechende Wlldtyp-Allel 1691G codiert, was zu einer TG- 
Fehlpaamng am 3 '-Primerterminus fuhrte. Beide Reaktionen wurden fur jedes 
Element der Bib[iotliel< parallel durchgefOhrt, um eine Bewertung der Alctivitats- 
verhaitnisse als Verlangerungsselektivitaten zu ermoglichen. 10 pi der Reakti- 
onsgemische wurden In schwarze 384-Napf-Platten ausgegeben, die auf 37 **C 
vorgewarmt wurden, wobei man eine automatlsclie Flussigkeitsliandhabungsvor- 
richtung (Hamilton Microfab Star) verwendete, und anschlleBend wurden 5 pi Ly- 
satlosung hinzugefugt. Nach 10 min wurden die Reaktionen durcli Zugabe von 
30 pi Stopplosung (50 mM Trls-HCl pH 7,3, 100 mM NaCI, 10 mM EDTA) ab- 
gebrochen, die 3,4x SYBRGrun I (Molecular Probes) fur die Quantifizierung der 
von Klenow-Varlanten erzeugten dsDNA enthielt. Die Fluoreszenzintensltaten 
wurden mit Hllfe elnes Fluoreszenzplatten-Lesegerats (Polarstar Optima, BMG 
Labtechnologles GmbH) mit Anregung bei 485 nm und Emission bei 520 nm 
quantifiziert. Die Verhaltnisse der gemessenen Fluoreszenzintensltaten 
(Fmatch/Fmismatch, wlllkurllche Elnhelten) wurden zur Bestimmung der Verlange- 
rungsselektivitat herangezogen. Alle DNA-Polymerasen mit groBerem Verlange- 
rungsselektivitatsverhaltnis (Fmatch/Fmismatch) als der Wildtyp wurden als Enzyme 
identifiziert, die eine erhohte Verlangerungsselektivitat besitzen. 

Beispiel 3: Primerverlanaerungsassays 

Primer-Matrizensubstrate wurden assoziiert, Indem man 5'-^P-markierten Primer 
im spezifisciien Reaktlonspuffer (50 mM Tris-HCI pH 7,3, 10 mM MgCIa, 1 mM 
DTT, 0,05% Triton® X-100) mit der doppelten Menge Matrize mischte. Das Ge- 
misch wurde 5 min lang auf 95^C erhitzt und anschlleBend Qber 1 h auf Raum- 
temperatur abkuhlen gelassen. Nach der Assoziation wurden dNTP hinzugefugt, 
und die Losung wurde 5 min lang bei 37 inkubiert. 15 pi Reaktionen wurden 
durch Zugabe von 5 pi Enzymlosung in Ix Reaktlonspuffer zu 10 pi Assoziati- 
onsmischung eingeleitet, und es wurde 10 min lang bei 37 inkubiert. Die As- 
says beinhalteten 150 nM Primer, 225 nM Matrize, jeweils 1 mM dNTP und 
590 nM Enzym in geeignetem Reaktlonspuffer- Nach 10 min Inkubation wurden 
die Reaktionen durch Zugabe von 30 pi Gelbeladungspuffer (80% Formamid, 
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EDTA, 20 mM) abgebrochen, und die Produktgemische wurden durch 14% de- 
naturierendes PAGE analysiert (siehe Rg. 1 und 2). Die foigenden Primer- und 
l^atrizensequenzen wurden im Zusammenhang mit verschiedenen SNPs (Positlo- 
nen unterstrfchen) eingesetzt: 

Humane genomische Factor-V-Leiden-DNA-Sequenz: Primer: 5'-ACA AAA TAG 
CTG TAT TCC TT-S ' (SEQ ID NO: 11), Wildtypmatrize: 5' -GAT CCC TGG ACA 
GGC GAG GAA TAG AGG TAT TTT GT-3' (SEQ ID NO: 12), mutante Matrize: 5'- 
GAT GGG TGG ACA GGG AAG GAA TAG AGG TAT TTT GT-3 ' (SEQ ID NO: 12). 
Humane somatische BRAF-T1796A-!y!utation: Primer: 5 '-GAG GGA GTC GAT GGA 
GAT TTG T-3 ' (SEQ ID NO: 13), Wildtypmatrize: 5 '-GGT GTA GCT AGA GTC AAA 
TCr GGA TGG AGT GGG TG-3' (SEQ ID NO: 14), mutante Matrize: 5'-GGT GTA 
GCT AGA GAG AAA TCT GGA TGG AGT GGG TG-3 ' (SEQ ID NO: 14). 
Humane Dlhydropyrlmldin-Dehydrogenase (DPyD) l^lutation G735A: Primer: 5'- 
GTT TTA GAT GTT AAA TGA GAG TTA T-3 ' (SEQ ID NO: 15), Wildtypmatrize: 5 '- 
CTT TGG AGA GAA GGT AAG TGT GAT TTA AGA TGT AAA AG-3 ' (SEQ ID NO: 16), 
mutante Matrize: 5 '-GTT TGG AGA GAA CAT AAG TGT GAT TTA AGA TCT AAA AG- 
3' (SEQ ID NO: 16). 

Humane saure Geramldase-Mutation A107G: Primer: 5 '-GGT TGG TGG TGA AGG 
AGG AT-3 ' (SEQ ID NO: 17), Wildtypmatrize: 5 ' -AAA TGA AGG T^T GCT GCT TGA 
GGA GGA AGG TAG-3 ' (SEQ ID NO: 18), mutante Matrize: 5' -AAA TGA AGG TQT 
GCT GCT TGA GGA GGA AGG TAG-3 ' (SEQ ID NO: 18). 

Getestet wurden so die Mutationen In E. coli DNA-Poiymerase I (Klenow- 
Fragment, S'-^S'-Exonuklease-defizient) mit LVL und LVG In Posltlonen 879-881 
(bezogen auf das in SEQ ID NO:2 gezeigte Klenow-Fragment aus E. coli) Im 
Vergleich mit dem Wildtyp-Enzym mit QVH in Posltlonen 879-881 (Fig. 1 und 2). 

Belspiei 4: Klonleren von Taq-DNA-Polvmerase 

Das Piasmid pTTQ18::Ta<7 (SEQ ID NO: 25) wurde von Engeike eta/. (Anal. Bio- 
chem.1990, 191, 396-400 (1990)) konstrulert und ermoglicht die Expression von 
Taqr-DNA-Polymerase unter der Kontrolle einer Ptac-Promotor//ac-Operator-Se- 
quenz. Die LVL-Mutatlon wurde durch PGR in das ra(7-QVH-Motiv eingefulirt, wo- 
bel man den QulkGhange®-Klt von Stratagene verwendete. Das resultlerende 
mutante Piasmid und das Wlidtypplasmid wurden In £.-co//-XLl-Blue {Strata- 
gene) transformlert. Klone wurden lierausgesuclit und Qber Nacht In 20 ml Su- 
perbroth (100 jjg/mi Garbeniclllin) gezuchtet. Die Expression der Tag-Klone 
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wurde in Kulturen in 1 I Superbroth (100 MQ/rnl Carbeniclllin) durchgefuhrt, und 
die Zellen wurden nach 16 h Indulctjon mit 1 mM IPTG geerntet. Die Reinlgung 
der Taqr-DNA-Poiymerase wurde so durchgefuiirt, wie es von Engeike et. a/ (Anal. 
Biocliem,1990, 191, 396-400) besclirleben wird- Anstelle der Relnigung durch 
lonenaustauscin wurde eine Gelfiltratlon unter Verwendung einer Saule mit 
Sepliadex®-75 {Amersham) angewendet. Die erhaltenen Enzyme waren zu 
>90% rein, was durch SDS PAGE mit Coomassie-Blau-Farbung bestatigt wurde. 
Die Konzentratlonen wurden unter Verwendung des Nanoorange-Assays ({Mole- 
cular Probes) und SDS PAGE mit Coomassie-Blau-Farbung gemessen. 

Beispiel 5: Primerverlangerung mit Katalyse durch Taq-DNA-Polymerase 
Primer-Matrizensubstrate wurden assoziiert, indem man 5'-^P-markierten Primer 
im spezifischen Reaktionspuffer (50 mM Tris -HCl (pH 9,2 bei 25 ^C), 16 mM 
Ammoniumsulfat und 2,5 mM MgCb, 0,1 % Tween® 20) mit der doppelten Menge 
Matrize mischte. Das Gemisch wurde 10 min lang auf 95 °C erhltzt und 
anschlieBend uber 1 h auf Raumtemperatur abkuhlen gelassen. Nach der Assozi- 
ation wurden dNTP hinzugefugt, und die Losung wurde 5 min lang bei 37 in- 
kubiert. 15 \x\ Reaktionen wurden durch Zugabe von 5 pi Enzymlosung in Ix Re- 
aktionspuffer zu 10 pi Assoziationsmischung eingeleitet, und es wurde 10 min 
lang bei 72 inkubiert. Die Assays beinhalteten 150 nM Primer, 225 nM Matrize, 
jeweils 1 mM dNTP und 0,5 ng rag-LVL-DNA-Polymerase (mutante Polymerase) 
und 0,06 ng Tag-DNA-Polymerase in geeignetem Reaktionspuffer. Nach 10 min 
Inkubation wurden die Reaktionen durch Zugabe von 30 pi Gelbeladungspuffer 
(80% Formamid, EDTA, 20 mM) abgebrochen, und die Produktgemische wurden 
durch 14% denaturierendes PAGE analysiert (siehe Figur 3), Bezugllch der Pri- 
mer- und Matrizensequenzen, die im Zusammenhang mit den SNPs humane ge- 
nomische Factor-V-Leiden-DNA-Sequenz, humane somatische BRAF-T1796A- 
Mutation und humane Dihydropyrimidln-Dehydrogenase (DPyD) Mutation G735A 
verwendet wurden, wird auf Beispiel 3 verwiesen. 

Beispiel 6: Echtzeit- PGR- Expert mente 

Echtzeit-PCR wurde unter Verwendung eines /Cyc/er-Systems (BIORAD) durch- 
gefuhrt- Die Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pi durchge- 
fOhrt, das 4 pM der Jeweiligen Matrlzen In Tag-DNA-Polymerase-Puffer (50 mM 
Tris-HCI (pH 9,2 bei 25 ^C), 16 mM Ammoniumsulfat und 2,5 mM MgCh, 0,1% 
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Tween® 20 enthlelt. Die endgOltigen Gemische enthielten dNTPs (jeweils 200 pM 
dATP, dGTP, dCTP und TTP), Primer (jeweils 0,5 pM der jeweiligen Primersonde 
und des umgekehrten Primers) und 13 ng 7a(7-DNA-Polymerase (SEQ ID NO:4), 
95 ng DNA-Polymerase von Taqf-LVL-Mutante (SEQ ID NO:4 mit LVL in Positionen 
782 - 784) und eine wassrige 1/50.000-Verdunnung einer lO.OOOfachen Losung 
von SybrGreen I in DI^SO {Molecular Probes). Alle PCR-Ampiifil<ationen wurden 
unter Verwendung des folgenden Programms durcligefuhrt: Anfangsdenaturie- 
rung bei 95 **C wShrend 3 min, dann 40 Zyl<ien Denaturierung be! 95 *>C wSiirend 
30 s, Primerassoziation bei 55 •'C walirend 35 s und Verlangerung bei 72 "C 
wahrend 40 s. Die vorgestellten Ergebnisse stammen von wenigstens dreimal 
wiederliolten unabliangigen r«1essungen an drei Parallelansatzen, die aus einer 
Stammmischung liervorgingen. Die Ergebnisse sind in Figur 4 zusammengefasst. 
Die folgenden DNA-Sequenzen wurden eingesetzt: 

Sequenzen im BRAF-Zusammenhang: Primersonde BrafT: 5'-d(GAC CCA CTC 
CAT CGA GAT TTC T) (SEQ ID NO: 19), umgekehrter Primer: 5'-d(AGA GGA AAG 
ATG AAG TAC TAT G) (SEQ ID NO:20), Zlelmatrize BrafX: 5'-d(CAA CTG TTC AAA 
CTG ATG GGA CCC ACT CCA TCG AGA TTT OCC TGT AGC TAG ACC AAA ATC ACC 
TAT TTT TAC TGT GAG GTC TTC ATG AAG AAA TAT ATC TGA GGT GTA GTA AGT 
AAA GGA AAA CAG TAG ATC TCA TTT TCC TAT CAG AGC AAG CAT TAT GAA GAG 
TTT AGG TAA GAG ATC TAA TTT CTA TAA TTC TGT AAT ATA ATA TTC TTT AAA 
ACA TAG TAC TTC ATC TTT CCT CT), X= A BrafA, X= T, BrafT (SEQ ID NO:21). 
Sequenzen Im DPyD-Zusammenhang: Primersonde DpyDT: 5 '-d(GTT TTA GAT 
GT TAA ATC ACA CTT AT) (SEQ ID NO:22) , umgekelirter Primer: (5 '-d(AAA GCT 
CCT TTC TGA ATA TTG AG) (SEQ ID NO:23), Zielmatrize DPyDX: 5'-d(AAA ATG 
TGA GAA GGG ACC TCA TAA AAT ATG TCA TAT GGA AAT GAG CAG ATA ATA AAG 
ATT ATA GCT TTT CTT TGT CAA AAG GAG ACT CAA TAT CTT TAC TCT TTC ATC 
AGG ACA TTG TGA CAA ATG "TTT CCC CCA GAA TCA TCC GGG GAA CCA CCT CTG 
GCC CCA TGT ATG GCC CTG GAC AAA GCT CCT TTC TGA ATA TTG AGC TCA TCA 
GTG AGA AAA CGG CTG CAT ATT GGT GTC AAA GTG TCA CTG AAC TAA AGG CTG 
ACT TTC CAG ACA ACX TAA GTG TGA TTT AAC ATC TAA AAC), X= A DpyDA, X= 
T, DpyDG (SEQ ID NO:24). Die Oligonucleotide BrafX und DpyDX (SEQ ID NO: 21 
und 24) wurden von IBA, Gottingen, syntlietislert und gereinigt. 

Belspiel 7 fVerqIeiclisbeisprel'): Veroleicin der Fehlpaarunosdiskriminieruna 
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Verglichen wurden eine erfindungsgemaBe und eine llteraturbekannte Mutante 
der E. coll DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment, 5'-^3'-Exonuklease-defizient) in 
Positionen 879-881 (SEQ ID NO:2) auf die Selektivjtat der Primerverlangerung. 
Es handelte slch hierbel um die LVL-Mutante (SEQ ID NO: 2 mit LVL in Positionen 
879-881) und die QVA-Mutante, welchie dem Klenow-Fragment mit H881A aus 
l^innlck, T. et al., J. Biol. Chem. 274, 3067-3075 (1999) entspricht (SEQ ID 
NO:2 mit HVA in Positionen 879-881), 

r^it den beiden genannten l^utanten wurden Primerverlangerungsassays gemaB 
Beispiel 3 durchgefulirt. Getestet wurden die Fehlpaarungsdiskriminlerung mit 
der liumanen genomischen Factor-V-Leiden-DNA-Sequenz: Primer: 5'-ACA AAA 
TAG CTG TAT TCC TT-3 ' (SEQ ID NO: 11), Wildtypmatrize: 5 '-GAT CCC TGG ACA 
GGC GAG GAA TAG AGG TAT TTT GT-3' (SEQ ID NO: 12), mutante l>1atrize: 5'- 
GAT CCC TGG AGA GGG AAG GAA TAG AGG TAT TTT GT-3' (SEQ ID NO: 12). 
Vergliclien wurde die Neigung der beiden l^utanten, Felilpaarungen Im Verglelcli 
zu kanonischen Komplexen zu verlangern. Wie Figur 5 zeigt, liat die QVA- 
l^utante eine wesentlich hohere Neigung als die LVL-Mutante, Fehlpaarungen zu 
verlangern. 
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Patentanspriiche 

1. Eine DNA-Polymerase der Familie A, die eine modifizierte Motiv-C-Sequenz 
und eine, im Vergleich zu der entsprechenden Wildtyppolymerase, erhohte 
Fehlpaarungs-Diskriminierung aufweist oder ein Klenow-Fragment dersel- 
ben, wobei in der Motiv-C-Sequenz QVH in Position 879-881, bezogen auf 
das in SEQ ID NO:2 gezeigte Klenow-Fragment der E. co// DNA -Polyme- 
rase, wenigstens der Aminosaurerest Q879 durch einen llpophilen 
Aminosaurerest ersetzt 1st. 

2. Die DNA-Polymerase oder deren Klenow-Fragment nach Anspruch 1, die 
eine bakterielle DNA-Polymerase, vorzugsweise eine thermostabile DNA- 
Polymerase ist, besonders bevorzugt ausgewahit ist aus der Gruppe von 
Polymerasen von Thermus thermophilusjr Thermus filiformiSy 
Rhodothermus obamensis oder Bacillus stearothermophllus. 

3. Die DNA-Polymerase oder deren Klenow-Fragment nach Anspruch 1 oder 
2, wobei in der Motlv-C-Sequenz QVH in Position 879-881 

(i) weiterhin H881 durch einen lipophilen Aminosaurerest ersetzt 1st, 
und/oder 

(li) der Aminosaurerest in Position 880 Val, Leu, He, Ala oder Tyr, 
insbesondere Val oder He ist- 

4. Die DNA-Polymerase oder deren Klenow-Fragment nach elnem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 3, wobei der lipophile Aminosaurerest 
ausgewahit Ist aus Gly, Ala, Val, Leu, He, Pro, Phe, Met und Trp, 
vorzugsweise ausgewahit ist aus Gly, Ala, Val, Leu und He und besonders 
bevorzugt die Motiv-C-Sequenz QVH ersetzt ist durch die Sequenzen LVL 
Oder LVG. 

5. Die DNA-Polymerase oder deren Klenow-Fragment nach elnem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 4, 

(i) die eine Taq -Polymerase mit der in SEQ ID NO:4 gezelgten Sequenz ist. 
In der die Sequenz QVH in Position 782-784 durch LVL oder LVG ersetzt Ist 
Oder 
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(11) die ein Klenow-Fragment mit der in SEQ ID NO: 2 gezeigten Sequenz 
ist, in der die Sequenz QVH in Position 879-881 durcli LVL Oder LVG er- 
setzt ist. 

6. Eine DNA-Sequenz, die fur eine DNA-Polymerase Oder deren Klenow-Frag- 
ment gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5 codiert. 

7. Ein Vektor, der die DNA-Sequenz gemaB Anspruch 6 enthalt. 

8. Eine WIrtszelle, die mit dem Velctor gemaB Anspruch 7 transformiert ist 
und/oder eine DNA gemaB Ansprucli 6 aufweist. 

9. Ein Verfahren zur Herstellung elner DNA- Polymerase Oder deren Klenow- 
Fragment gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5 umfassend 
das Kultivieren einer Wirtszelle gemaB Anspruch 8 und das Isolieren der 
DNA-Polymerase oder des Klenow-Fragments aus der Kultur oder dem 
Kulturuberstand. 

10. Verwendung der DNA-Polymerase oder des Klenow-Fragments gemaB ei- 
nem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 5 in diagnostlschen und moleku- 
larbiologischen Vefahren, einschlieBlich allel-spezifischer PGR, DNA-Ampli- 
fikation mittels PGR, Klonierung usw. 

11- Ein Verfahren zur Bestimmung der An- oder Abwesenhelt von mindestens 
einer Sequenzvariante in elner oder mehreren Target-Nukleinsauren In el- 
ner individuellen Probe, umfassend die Verwendung einer DNA-Polymerase 
gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 11, enthaltend folgende Schrltte: 
a) Zugabe von 

- Desoxy-Nukleosid-Triphosphaten, 

- einer DNA-Polymerase gemaB einem oder mehreren der Anspruche 
1 bis 5, 

- mindestens einem diskrimlnierenden Primer, enthaltend mindestens 
einen diskrimlnierenden Nukleotidrest, wobel filr jede nachzuwei- 
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sende Sequenzvariante einer Target-Nuklelnsaure ein Primer zuge- 
geben wird, welcher eine Sequenz komplementar zur nachzuwel- 
senden Sequenzvariante aufwelst, und wobei die nachzuweisende 
Sequenzvariante in der Target-Nul<lejnsaure komplementar zu mln- 
destens einem 3'-terminalen-, 3'-proxi-terminalen- , oder 3'-proxi- 
proxi-termlnalen Nukleotldrest des diskriminlerenden Primers 1st, 
- mindestens einem weiteren Primer, der komplementar ist zu einem 
Primer-Extensionsprodukt, entstehend durch Extension eines diskri- 
minierenden Primers; 

b) Durchfuhrung einer Primer-Extensionsreaktion, wobel ein Verlange- 
rungsprodukt des diskriminlerenden Primers im Wesentliclien nur 
dann erhalten wlrd, wenn die Probe eine Target-Nuklelnsaure mit 
der nachzuwelsenden Sequenzvariante enthalt; 

c) Trennung der Produkts der Primer-Extensionsreaktion von der 
Template-IMukleinsaure; 

d) Zyklische WIederholung der Schritte b) und c) zum Erhalt eines 
Ampliflkationsproduktes, beispielsweise durch Polymerase-Kettenre- 
aktion; und 

e) Bestlmmmung der An- oder Abwesenheit einer Sequenzvariante auf- 
grund der An- oder Abwesenheit des Ampliflkationsproduktes, 

13. Das Verfahren nach Anspruch 12, wobel die Schritte b) - e) als Real Time 
PGR Oder Real Time RT-PCR durchgefuhrt werden. 

14. Ein Kit zur Bestlmmung der An- oder Abwesenheit von mindestens einer 
Sequenzvariante In einer oder mehreren Target-Nukleinsauren In einer In- 
divlduellen Probe gemaB Anspruch 11 bis 13, enthaltend wenigstens eine 
DNA-Polymerase gemaB Anspruchen 1 bis 5. 

15. Der Kit nach Anspruch 14, zusatzlich enthaltend einen oder mehrere der 
folgenden Komponenten: 

- einen oder mehrere diskriminlerende Primer, enthaltend mindestens 
einen diskriminlerenden IMukleotidrest, wobel die nachzuweisende 
Sequenzvariante in der Target-IMuklelnsaure komplementar zu min- 
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destens einem 3'-terminalen-, 3'-proxi-terminalen-, oder 3'-proxi- 
proxi-terminalen Nukleotidrest der diskrlminierenden Primer 1st, 

- einen oder mehrere weitere Primer, die komplementar sind zu 
einem Primer-Extentsionsprodukt, entsteliend durch Extension der 
diskrlminierenden Primer, 

- Desoxy-Nukleosid-Tri phosphate, 

- Puffer 

- Quantifizierungsreagenzien, Insbesondere interkallerende Reagen- 
zien Oder in der kleinen Furche anbindende Reagenzien und 

- Polymerase-blocklerende Antikorper, insbesondere TaqBlock. 
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